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RESUMO

REIS, Camila Audrey dos. Expressao e atividade de MMP-2 e MMP-9 durante o
desenvolvimento do intestino delgado de ratos. 2019. 40 paginas. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Biomédicas) - Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Ponta Grossa, 2019.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) 2 e 9 sdo enzimas bem estudadas quanto
aos seus papeéis no remodelamento dos tecidos, seja em condi¢gdes patologicas ou
durante o processo de morfogénese. No entanto, quanto ao desenvolvimento do
intestino delgado (ID) e seu crescimento que inicia na vida intrauterina e continua
apo6s o nascimento, ainda ha poucos relatos sobre o papel dessas MMPs. Portanto,
este estudo teve como objetivo avaliar a expresséao e atividade da MMP-2 e MMP-9
durante o desenvolvimento intrauterino e pos-natal do intestino delgado do rato. Os
intestinos foram coletados de ratos no 15° e 18° dia de vida intrauterina (IU) e no 3°,
10°, 17°, 25° e 32° dia apdés o nascimento. As amostras foram submetidas aos
métodos de zimografia, imuno-histoquimica e histoquimica. Os resultados
mostraram que n&o houve atividade e expressdao de MMP-2 e MMP-9 no intestino
delgado durante as fases de vida intrauterina avaliadas. Na vida pdés-natal nao
houve expressao e atividade da MMP-2, mas apenas a expressao e atividade da
MMP-9 foram detectadas nos tempos avaliados. A MMP-9 foi imunolocalizada nas
células caliciformes das vilosidades e em células da lamina proépria.
Posteriormente, células identificadas como mastécitos pelo método Tricrémico de
Masson foram encontradas em regides que coincidem com aquelas onde foram
encontradas células imuno-coradas. Com isso sugere-se que a MMP-2 e MMP-9
podem nao ter fungdo durante o desenvolvimento do intestino delgado nas idades
avaliadas no trabalho. No entanto, a MMP-9 foi detectada nas células caliciformes e
na lamina propria apos o nascimento, indicando uma possivel atividade relacionada
a defesa imunoldgica durante o crescimento pds-natal do intestino delgado.

Palavras-chave: desenvolvimento, imuno-histoquimica, intestino delgado de rato,
metaloproteinase, zimografia.



ABSTRACT

REIS, Camila Audrey dos. Expression and activity of MMP-2 and MMP-9 during
development of rat small intestine. 2019. 40 paginas. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Biomédicas) - Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa,
2019.

Matrix metalloproteinases (MMPs) 2 and 9 are well studied enzymes for their roles in
tissue remodeling, either under pathological conditions or during the morphogenesis
process. However, regarding the development of the small intestine (ID) and its
growth that begins in intrauterine life and continues after birth, there are still few
reports about the role of these MMPs. Therefore, this study aimed to evaluate the
expression and activity of MMP-2 and MMP-9 during intrauterine and postnatal
development of rat small intestine. Intestines were collected from rats on the 15th
and 18th day of intrauterine life (IU) and on the 3rd, 10th, 17th, 25th and 32nd day
after birth. The samples were submitted to zymography, immunohistochemistry and
histochemistry methods. The results showed that there was no activity and
expression of MMP-2 and MMP-9 in the small intestine during the evaluated
intrauterine life stages. In postnatal life there was no expression and activity of MMP-
2, but only the expression and activity of MMP-9 were detected at the times
evaluated. MMP-9 was immune localized into villi goblet cells and lamina propria
cells. Subsequently, cells identified as mast cells by the Masson's Tricromic method
were found in regions that coincide with those where immuno-stained cells were
found. Thus, it is suggested that MMP-2 and MMP-9 may have no function during the
development of the small intestine at the ages evaluated at work. However, MMP-9
was detected in goblet cells and lamina propria after birth, indicating a possible
immune defense-related activity during postnatal growth of the small intestine.

Keywords: development, immunohistochemistry, rat  small intestine,
metalloproteinase, zymography.
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1. INTRODUGAO

Dentro do vasto mundo animal, os mamiferos representam uma grande parcela
e podem ser encontratos nos mais variados habitats, como os morcegos dotados da
capacidade de voar, as baleias e o peixe-boi no meio aquatico e uma infinidade de

mamiferos que ocupam o meio terrestre, dentre os quais o homem.

Assim, em funcdo da grande diversidade de mamiferos existentes torna-se
relevante todos os estudos que tenham enfoque em dois aspectos: a relacdo do
animal com o seu meio ambiente e a relacdo entre os componentes de seu ambiente
interno, representados pelo conjunto de diferentes tipos celulares que compoem o
organismo. Estudar a relagdo dessas células e tecidos em nivel celular, molecular e
microscoépico permite o entendimento das relagdes do organismo (animal) com o seu
meio externo anteriormente mencionado. Dentro desse ultimo aspecto esta o estudo
dos processos de desenvolvimento de érgaos e sistemas e, embora os mamiferos
sigam o mesmo padrao de desenvolvimento inicial na formagdo do organismo e
tenham as fungbes gerais ja bem estabelecidas, ainda existem aspectos nao
totalmente elucidados que podem diferencia-los, seja na morfologia, na fisiologia ou

no processo de desenvolvimento de cada 6rgao.

Tendo essas idéias como principios de investigagdo e pelo acumulo de
conhecimento ja existente no laboratério de biologia celular e do desenvolvimento da
UEPG sobre o desenvolvimento do intestino delgado de ratos, neste trabalho nos
interssou avaliar a expressédo e atividade das MMP-2 e MMP-9 durante algumas
fases do desenvolvimento do intestino delgado tanto na vida intrauterina quanto pés-
natal. Denominadas de metaloproteinases de matriz (MMPs) essas enzimas s&o
responsaveis pela remodelacdo dos componentes da matriz extracelular ndo apenas
durante o desenvolvimento mas também em varias condi¢gbes patoldégicas sendo
isso ja amplamente descrito na literatura. Entretanto, na literatura pesquisada e
apresentada na revisdo dessa dissertacdo, além do trabalho realizado no
laboratério, nao existem relatos da avaliagdo dessas MMPs durante o

desenvolvimento do intestino o que tornou essa abordagem nova e interessante.

Neste trabalho foram utilizados dois métodos; um foi a zimografia que se

baseia na eletroforese das amostras em gel contendo um substrato para as MMPs



com posterior incubagdo com tampao de ativagédo (que forga a ativagdo das MMPs
quando presentes no gel), e a imuno-histoquimica que localiza em qual tecido ou
célula as MMPs sao expressas sem indicar se estdo ativas ou ndo. Além disso,
como os resultados da zimografia e principalmente da imuno-histoquimica
mostraram marcacdo em células especificas semelhantes a mastécitos, ainda foi
realizada uma coloragao tricrobmica para confirmar se as células eram realmente

mastocitos.

Apesar dos resultados terem sido diferentes daqueles previstos pela hipétese
formulada, os achados levantam interessantes discussbes sobre a expressao da
MMP-9 como componente de células que integram o sistema imunolégico. Também
apontam para futuras abordagens experimentais considerando a relagdo entre o
sistema imunolégico e as fases do desenvolvimento do intestino delgado.
Esperamos que a leitura dessa dissertacdo também possa despertar outras idéias e
contribuicbes para esse campo de investigacdo dentro da pesquisa basica sobre o

desenvolvimento do sistema digestério de mamiferos.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi verificar a expressao e atividade das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 durante as fases de 15 e 18 dias de vida
embrionaria, e pos-natal, de 3, 10, 17, 25 e 32 dias na regido do jejuno do intestino

delgado de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- |ldentificar a expressdo de MMP-2 e -9 na regido do jejuno por imuno-

histoquimica;
- Analisar a atividade enzimatica de MMP-2 e -9 por zimografia;

- Relacionar uma possivel expressdo de MMP-2 e -9 com a morfogénese do

jejuno nas fases pré e pds-natal avaliadas.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. INTESTINO DELGADO DE MAMIFEROS

O intestino delgado (ID) é um érgéo tubular localizado na cavidade abdominal e
que compdem o sistema digestério. E um o6rgdo essencial para a nutricdo,
absorvendo moléculas como carboidratos, proteinas e lipidios, provenientes da
digestdo dos alimentos. Esses nutrientes sdo entdo distribuidos para todo o corpo
por uma rede vascular altamente integrada (CHIN, et al., 2017). Além de participar
da nutrigdo, o ID também tem uma importéncia imunoldgica, agindo como uma
barreira contra microorganismos potencialmente patogénicos (TURNER, 2009;
CLEVERS e BEVINS, 2013; SALZMAN et al, 2003, CHU et al, 2012; GOMES et al,
2010).

O ID tem sua porgao proximal ligada ao estdbmago e continua em direcao distal
até o intestino grosso. Em humanos, possui cerca de 3 centimetros de didametro e 6
metros de comprimento. E formado por 3 segmentos: duodeno, jejuno e ileo (Fig 1),
sendo o jejuno a maior porg¢ao do ID, com aproximadamente 3 metros de extenséo
(KARARLI, 1995; WALTON, et al., 2016).

Stomach Large intestine
{colon)

Small intestine

Jejunum -

= [l —

Figura 1 - Esquema representativo da anatomia do intestino delgado. FONTE:
https://en wikipedia.org/wiki/'Small_intestine.
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Todos o0s segmentos do intestino delgado possuem camadas
histologicamente definidas, denominadas de camada mucosa, submucosa, muscular
e serosa (Fig 2). A camada mucosa (camada mais superficial do ID e estudada neste
trabalho) € formada por um epitélio cilindrico simples com diferentes células (Fig 3),
entre elas: os enterdécitos, responsaveis pela absorgdo dos nutrientes (compreendem
mais de 80% de todas as células epiteliais intestinais); as células caliciformes,

produtoras de mucinas; as células de Paneth, sintetizadoras de lisozimas; e por fim,

Estomago

Duto biliar comum

Vasos sanguineos da
submucosa

Lémina prdpria
Vilosidades

intestinais com
revestimento epitelial

Glandula da
l&mina propria

Glandula da
submucosa

Serosa

Camada muscular

Muscular | longitudinal externa
extema Camada muscular
circular interna
Submucosa

Muscular —
da mucosa

Médulo linfatico

Figura. 2 - Esquema ilustrativo das camadas do intestino. FONTE: GARTNER, L P. e HIATT, J. L_,
2007

Intesting
delgado

Wellesidad
1 Vsllosidad
f

Cripta de
Lissbsericii

Ouibifera .~ "5y

—— EEED

Calula reganerativa

Lamina propia .-
il linfolde —

Muzcular de Ia
[OTTren)

Cébila de Paneth

Figura. 3 - Esquema histologico ilustrativo da mucosa intestinal. FONTE: GARTNER, L P. e HIATT,
J. L. (2007).
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as ceélulas enteroenddcrinas, secretoras de horménios gastrointestinais. Também
fazem parte da mucosa a lamina propria, sendo essa uma camada de tecido
conjuntivo na qual as células epiteliais se apoiam, e a camada muscular da mucosa,
que compreende uma camada fina de musculo liso que separa a mucosa da
submucosa (KARARLI, 1995; BARBARA, BRINK e ROBERTS, 2003; NOAH,
DONAHUE e SHROYER, 2011). Ao longo do tubo intestinal, a parede do ID é
repleta de vilosidades (ou vilos), estruturas digitiformes que se projetam em direcao
ao lumen (espaco por onde passa o alimento), formadas por tecido conjuntivo da
camada mucosa e revestidas pelo epitélio intestinal. Essas projecbes ampliam a
area de absorcao intestinal de 30m2 em cerca de 6,5 vezes num humano adulto
(HELANDER e FANDRIKS, 2014; WALTON, et al., 2016).

3.2. DESENVOLVIMENTO DO INTESTINO DELGADO

Durante a gastrulacdo de mamiferos, os folhetos embrionarios endoderme,
mesoderme e ectoderme estdo presentes como uma estrutura plana em forma de
disco, formando camadas (SPENCE, LAUF e SHROYER, 2011; ZORN e WELLS,
2009; GUEN et al, 2015; SHAHBAZI, 2016; DEGLINCERTI, 2016). Apds o
dobramento latero ventral do embrido trilaminar, a endoderme forma um tubo (Fig 4),
que dara origem a toda porcao epitelial do intestino delgado (SMITH et al., 2000,
DAUCA et. al, 1990). Em ratos, o fechamento do tubo intestinal esta completo por
volta do 9° dia de vida intra-uterina (SPENCE, LAUF e SHROYER, 2011; LEWIS e
TAM, 2006).

. G h Villus
Oorsal Endodu_?rm Tubulogenesis rowt formation
B formation Neursl
qroove Head
—a — — —
AP P
Primative Motochard Heart
streak
r
Ventral e5-75 e8-95 el05 e14.5-155
I Mesoderm
[J Endederm
B ecroderm

Figura. 4 - Esquema representativo mostrando a formacéo do tubo intestinal a partir de um folheto
embrionario trilaminar. FONTE: NOAH, T. K., DONAHUE, B., & SHROYER, N. F. (2011).
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Até aproximadamente o 14° dia de vida intrauterina, o epitélio do intestino
delgado sofre uma intensa proliferagdo (Fig 5), e se torna um epitélio
pseudoestratificado, ocluindo lumen (WALTON et al, 2012; KARLSSON, 2000). A
recanalizagdo, ou reabertura do lumen intestinal ocorre e entre 0 15° e 17° dia de
vida em ratos pela perda de adesao entre as células epiteliais e apoptose (CHIN, et
al., 2017).

endodermal
mesoderm proliferation vacuoles
n ﬂ l a Vﬂh
hollow occlusion recanalization hollow

Figura. 5 - Imagem ilustrativa da recanalizac&o do lumen intestinal. FONTE: LARSEN, W. J. e
SCHOENWOLF, G. C. (2009).

Na sequéncia, esses processos de apoptose e perda de adesdo continuam,
resultando em espacos entre as células do epitélio pseudoestratificado, chamados
de lumens secundarios. Ha entdo uma fusdo entre o lumen primario com o lumen
secundario por volta dos 17 dias de vida intrauterina em ratos. Uma combinagao
entre a juncdo dos lumens, e o continuo crescimento do mesénquima (tecido
mesodérmico situado abaixo do epitélio que dara origem ao tecido conjuntivo) em
direcdo ao lumen resulta na formagao dos pré vilos intestinais (NOAH, DONAHUE e
SHROYER, 2011). Esses vilos crescem mantendo na sua base células que iréo
constituir, no animal adulto, as criptas de Lieberkuhn (glandulas tubulares entre as
vilosidades com capacidade proliferativa e que abrigam células secretoras) (CHIN, et
al., 2017). Durante esse processo, o epitélio passa a ser colunar simples e a medida
que as células das criptas se dividem, elas diferenciam-se e sdo empurradas em
direcao ao topo das vilosidades. Uma vez que alcangam o apice da vilosidade, as
células sofrem apoptose (SHYER et al, 2013; MCAVOY e DIXON, 1978). Apds a
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formacgao das vilosidades, a proliferagao epitelial se restringe as criptas (CHIN, et al,
2017; KORINEK, et al, 1997; BELL, et al, 2013).

Pouco depois do inicio da formacao das vilosidades, o epitélio comeca a sofrer
diferenciagdo, dando origem no adulto, as células -caliciformes, células
enteroenddcrinas e enterdcitos (SPENCE, LAUF e SHROYER, 2011; VAN DER
FLIER e CLEVERS, 2009; NOAH, DONAHUE e SHROYER, 2011; NOAH e
SHROYER, 2013).

Apdés o0 nascimento, mamiferos imediatamente passam a se alimentar
exclusivamente de leite. Em torno do 17° dia de vida de ratos, o leite é gradualmente
substituido por alimentos sdlidos (HENNING, 1981). Portanto, durante as primeiras
trés semanas de vida pds-natal, devido a sincronizagao com os alimentos, as células
epiteliais do intestino delgado passam por varios processos morfologicos e
fisiolégicos de adaptagao, incluindo o ritmo circadiano de proliferagdo celular ou
apoptose (SOARES et al., 2009).

3.3. METALOPROTEINASES

As metaloproteinases de matriz (MMPs) pertencem a uma ampla familia de
endopeptidases dependentes de Zn*. S&do sintetizadas por uma variedade de
células na forma de zimdgenos, que podem ser posteriormente ativados por outras
enzimas proteoliticas, ou menos frequentemente, auto-ativados. Sao reguladas
principalmente por uma familia de inibidores especificos, os TIMPs (do inglés tissue
inhibitor of metalloproteinases) (WOESSNER, 1994; VU e WERB, 2000; MITTAL, et
al., 2016).

A familia MMP ¢é composta por 28 membros (23 destes expressos em
vertebrados), que sao classificados de acordo com a estrutura, funcdo e
especificidade de substrato, dividindo-se em: colagenases (MMP-1, -8, -13 e -18);
gelatinases (MMP-2 e -9); estromelisinas (MMP-3, -10 e -11); matrilisinas (MMP-7 e
-26); ligadas a membrana (MMP-MT-14, -15, -16, -17, -23, -24 e -25); e subgrupos
nao classificados (MMP-12, -19, -20, -21, -27 e -28) (VISSE e NAGASE, 2003; LU, et
al., 2011).
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De forma geral, as MMPs consistem em quatro dominios (Fig 6), sendo um
dominio catalitico, uma regiao de dobradiga, um pro-dominio N-terminal, e um
dominio C-terminal do tipo hemopexina. O dominio catalitico contém dois ions zinco
e dois ou trés ions calcio. O primeiro ion Zn? presente no sitio ativo participa
diretamente de processos cataliticos e o segundo ion Zn?* é estrutural. Os ions de
calcio sao necessarios para estabilizar a estrutura do dominio. Um dominio adicional
do tipo ancora transmembranar pode ser encontrado nas MMPs ligadas a membrana
(MMPs-MT) (ZITKA et al., 2010; MITTAL, et al., 2016). Diferentes das demais MMP's,
as gelatinases possuem trés repeticbes de tipo Il de fibronectina em sequéncia
dentro da porgao N-terminal do dominio catalitico, regidao importante para a ligagao
com proteinas da matriz (STEFFENSEN et al.,, 1995; SHIPLEY et al., 1996;
OVERALL et al., 2000).

& OO“CD.

MMP-7 and MMP-26 Transmembrane type I: MMP-14, 15, <16, -24

&00“

MMP-1, -3, -8, -10, -12, <13, -19, -20, -27 Transmembrane type 11: MMP-23

l =, 00 &000’&

GPI anchored: MMP-17 and MMP-25
MMP-2 and MMP-9

&1«00“

MMP-11, -21 and MMP-28

- Signal peptide CD Transmembrane domain . N-terminal signal anchor
. Pro-domain . Cytosolic S Hinge region
Furin cleavage
. ag =% GPI anchor W Cysteln array
I  Catsiytic center [] _ _
Fibronectin repeat - Ie-like domain
’ Hacmopexin domain

Figura. 6 - Esquema estrutural das MMPs. FONTE: MITTAL et al. (2016).

Essas enzimas sdo responsaveis pela remodelagdo tecidual por meio da

degradagdo de componentes da matriz extracelular (MEC) e membranas basais.
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Com o avango das pesquisas na area € cada vez mais evidente a influéncia das
MMPs nas interacbes célula-célula e célula-matriz e na liberacdo de fatores de
crescimento ligados a matriz extracelular (ZITKA, et al, 2010). Durante o crescimento
embrionario e a morfogénese dos tecidos, faz-se necessaria a interrupgdo das
barreiras da matriz para permitir os processos de migragao celular e a remodelagéo
do microambiente matricial, processos estes que estdo ligados a capacidade das
MMPs de degradar colageno e outros componentes estruturais da matriz (VU e
WERB, 2000; AMAR, SMITH e FIELDS, 2017).

A MMP-2 (ou gelatinase A) é expressa constitutivamente em quase todos os
tecidos (GARG et al., 2009), sendo capaz de hidrolisar colagenos tipo |, IV, V, VII, X
e Xl, fibronectina, elastina, laminina e outras moléculas. Sua ativacdo se da por
clivagem autocatalitica na superficie celular, sustentada por um complexo composto
por uma metaloproteinase de membrana de tipo 1 (MT1-MMP) associada a um
inibidor tecidual de metaloproteinase 2 (TIMP-2) (OVERALL et al., 2000).

A MMP-2 esta envolvida em diversas fungdes fisioldgicas e patoldgicas,
incluindo reparagdo de tecidos (LUO et al., 2018) processos inflamatorios e
angiogénese (MITTAL, et al.,, 2016). Além disso, os papéis de MMP-2 e seus
inibidores, TIMP-1 e TIMP-2, em invasao de tumores e metastases s&o de particular
interesse, ja que o desequilibrio entre proteinase e inibidores pode contribuir para a
progressdo tumoral (CHANG e WERB, 2001). Sua relagdo com tumores ja foi
verificada em diferentes 6rgaos, incluindo o de es6fago e mama (MURRAY et al.,
1998; TALVENSAARI-MATTILA et al., 2003).

A MMP-9 (também conhecida como gelatinase-B) € uma proteina sintetizada
por uma ampla variedade de células, incluindo: macréfagos, fibroblastos,
granulocitos, células T, células dendriticas, células epiteliais, queratindcitos,
osteoblastos, mastocitos e possivelmente outras (KANBE, et al., 1999; MITTAL, et
al., 2016). E capaz de hidrolisar colagenos tipo llI, IV, V e XIV, agrecanos, elastinas e
entractina. A MMP-9 também é capaz de ativar citocinas e TGF-B e converter
plasminogénio em angiostatina (NAGASE, VISSE e MURPHY, 2006; BARROS,
2006, SHIOMI et al., 2010).
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A regulacdo da atividade proteolitica da MMP-9 é necessaria para o reparo
bem sucedido dos tecidos durante a cicatrizacdo. E rapidamente expressa como
uma resposta as lesdes, mantendo a alta expressdo durante a cicatrizagéo e

declinando apoés a re-epitelizagdo (MAURIS et al., 2014).

Ao contraro da MMP-2, a MMP-9 apresenta um acentuado aumento na sua
regulacdo em resposta a estimulos inflamatérios (NAITO e YOSHIKAWA, 2005;
GARG et al., 2009). Em um estudo verificou-se que uma citocina pré-inflamatéria, a
interleucina 1 beta (IL-1b) foi capaz de induzir a expressao de MMP-9 (OLSZEWSKA
et al., 2016).

Hong e colaboradores (2011), descobriram que, em camundongos knockout
para MMP-2 e -9 infectados com bactérias Gram-positivas patogénicas, os
leucocitos sao incapazes de erradica-las na auséncia dessas enzimas. Embora
ambas enzimas sejam reguladas no tecido pulmonar de camundongos normais
infectados, apenas MMP-9 esta presente em leucécitos ativados. Os autores ainda
sugerem com esses achados, que MMP-9 auxilia diretamente na fagocitose

bacteriana e consequentemente, na defesa do organismo.

Além das funcbes ja citadas, encontramos inumeros outros trabalhos
mostrando a relagdo entre as MMPs e processos bioldgicos, como: a regulagdo da
ovulagao e ciclo menstrual (CURRY e OSTEEN, 2003), progressao tumoral (LUO, et.
al., 2009; LIU, XIANG e JIA, 2006; MARCHENKQO, et. al., 2001; KIM et al. 2013; YU
et al., 2014), fibroses (JIROUSKOVA et al., 2012; YU et al., 2012; JARA et al., 2015),
escleroses (CHEN et al., 2017), processos inflamatorios (GUTIERREZ-FERNANDEZ
et al., 2007; MOON et al., 2008; LI et al., 2009; ACIOGLU et al., 2010; DETWILLER
et al., 2013; MARCHANT et al., 2014), desenvolvimento pulmonar (KRALJEVIC, et
al, 2015), desenvolvimento renal (LEGALLICIER et al., 2001; ARNOULD et. al.
2009), desenvolvimento neural (AYOUB et al., 2005; AUJLA e HUNTLEY, 2014) e
também na metamorfose em anfibios (HASEBE, et. Al, 2006). MMPs também sao
alvos de investigagbes que visam encontrar potenciais biomarcadores ou
desenvolver estratégias terapéuticas (GONCALVES et al.,, 2009; VANDOOREN et
al., 2013; HONG et al., 2015).
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Apesar de existirem muitas pesquisas sobre a expressdo e atividade das
MMPs, bem como suas fungdes, nota-se que no desenvolvimento e diferenciagao do
intestino delgado, os estudos sobre MMPs ainda sao escassos, o que justifica o seu
estudo para melhor compreender o papel dessas enzimas durante o
desenvolvimento intestinal aliado as alteragbes morfolégicas e funcionais que

ocorrem durante seu crescimento.



19
4. MATERIAL E METODOS

O Comité de Etica em Pesquisa Animal da universidade aprovou o uso dos

ratos no estudo. Numero do protocolo:12790/2010.
4.1. ANIMAIS

Dois (2) ratos Wistar machos adultos da colénia da Universidade Estadual de
Ponta Grossa foram acasalados com cinco (5) fémeas adultas na proporc¢éo de 1: 3
e 1: 2, a noite. Na manha seguinte, o liquido vaginal foi coletado e espalhado em
uma lamina para detectar a presencga de espermatozoides. Duas (2) fémeas prenhes
foram separadas para coletar os fragmentos do intestino delgado dos embrides.
Para as analises pos-natal, os filhotes que nasceram das fémeas restantes
amamentaram normalmente até a coleta nas idades determinadas. Todos os ratos
foram mantidos sob condi¢cbes convencionais com ciclo claro / escuro de 12h a

25°C e receberam racao balanceada do Nuvital Brasil e agua ad libitum.
4.1.1. Coleta das amostras:

Para a coleta do material embrionario as fémeas prenhes foram brevemente
anestesiadas com halotano (Sigma, EUA), mortas por deslocamento cervical e
dissecadas para a retirada dos embrides. O intestino total de seis (6) embrides foram
coletados no 15° e outros seis no 18° dia de de gestacao, 3 para zimografia e 3 para

imuno-histoquimica.

Apds o nascimento, os filhotes permaneceram com as maes até as idades
avaliadas de 3, 10, 17, 25 e 32 dias, onde 3 ratos machos por idade foram
anestesiados e mortos por deslocamento cervical para retirada de 2 fragmentos do

jejuno (por animal), 1 para a imuno-histoquimica e outro para a zimografia.
4.2. ZIMOGRAFIA

As amostras individuais (n = 3 por tempo avaliado) foram homogeneizadas em
500ul de tampao de extragao (Tris-HCI 50mM pH 7,5, CaCl 5mM e NaCl 0,9%). O
homogenato resultante foi centrifugado a 15.000g por 15min a 4°C e o sobrenadante
coletado foi submetido a quantificacao de proteinas totais pelo método de Bradford
(1976). Apds a quantificagao, 0,1 ug de proteina total de cada amostra foi diluida em

tampao Laemmli ndo reduzido e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a
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12%, contendo 5% de gelatina, por 3 h. Os geis foram entdo lavados duas vezes (15
minutos cada) em 2,5% de Triton X-100 sob agitagcdo e em seguida imersos em
tampao de ativagao (CaCl 2 M; HCI 1M) durante 16 horas a 37 °C. Por fim, os géis
foram corados com Comassie Blue e imersos em solugcdo descorante até que as
bandas da gelatina degradada fossem visiveis. Para fins de demonstragdo dos
resultados, 3 amostras por idade (com quantidades iguais de proteina total) foram
misturadas para a producédo de um gel representativo dos resultados. O mesmo se

deu para os testes de inibigado descritos a seguir.
4.2.1. Testes de inibicdo de proteases:

Para confirmar a natureza das MMPs, testes de inibicado foram aplicados ao
gel adicionando 1,10-fenantrolina e EDTA 5mM (inibidores de MMPs); iodoacetamida
1mM (inibidor de cisteinases) ou fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2mM (inibidor

de serinases) ao tampao de ativagao.
4.3. PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Em cada embrido (n = 3) foi realizada uma secg¢éo transversal ao nivel toraxico
antes da imersao em paraformaldeido 4% onde permaneceram por 48 horas. Apos o
nascimento, os fragmentos de jejuno obtidos para as analises histologicas foram
imersos em paraformaldeido a 4% / tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 48 h. As
amostras foram desidratadas em solug¢des crescentes de etanol (70% a 100%), por
60 minutos cada, a temperatura ambiente, e diafanizados em xilol, por 2 vezes, por
30 minutos cada, a temperatura ambiente. O material foi emblocado em parafina e
os blocos foram seccionados em micrétomo para obter cortes longitudinais
semisseriados de 5 ym que foram montados em laminas silanizadas. As laminas

seguiram entdo para os procedimentos imuno-histoquimicos e histoquimicos.
4.3.1. Imuno-histoquimica para MMP-9 e MMP-2

Para esta analise, as laminas contendo 3 cortes cada foram desparafinadas
em xilol, reidratadas em solugdes alcodlicas decrescentes (100% a 70%) e
submetidas a recuperagdo antingénica em EDTA 1mM pH 8,0 a 98°C por 20
minutos. Depois disso, os cortes foram tratados 3 vezes em perdxido de hidrogénio
a 2% por 15 minutos cada, para inibir a atividade da peroxidase endégena. Os
cortes foram lavados em agua e 1xPBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPOa4 4,3
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mM; KH2PO4 1,47 mM, pH 7,4) e incubados em BSA (albumina de soro bovino) 3%
por 1 h em temperatura ambiente para bloquear ligagdes inespecificas. Apds o
bloqueio os cortes foram lavados em PBS e incubados por 14 horas com anticorpos
primarios anti-MMP-2 (MAB 13405) e anti-MMP-9 monoclonal (Millipore NG1865055)
ambos nas concentracdes de: 1: 250 diluidos em PBS contendo 1% de BSA. Os
cortes foram entdo lavados em PBS e incubados com anticorpo secundario
utilizando DAKO (kit Universal LSAB) durante 30 min a 37°C em cada solugao. Apoés
lavagem em PBS, os cortes foram incubados em uma solugdo de 80 ml de PBS
contendo 25mg de 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich), 1 ml de H,O, 20
volumes € 1 ml de DMSO. O tempo de reacédo foi de 5 minutos, a temperatura
ambiente. Os cortes foram lavados em agua destilada e contracorados com
hematoxilina de Harris por 1 minuto. Apds coloragao, os cortes foram desidratados e

montados com laminulas usando Permount.

Em cada lamina dois cortes foram incubados com anticorpo € um corte foi
usado como controle negativo, omitido o anticorpo primario. Também foram
empregados controles positivos usando cortes de regido odontogénica para cada
anticorpo, o0s quais foram submetidos as mesmas condicbes dos cortes

experimentais mas que nao sdo mostrados nos resultados.
4.3.2. Histoquimica para identificagdo de células

Laminas contendo cortes de jejuno de ratos com 3, 10, 17, 25 e 32 dias apds
o nascimento foram desparafinadas e submetidas a coloragao Tricrémico de Masson
para evidenciar granulos celulares. Apos a coloragéo as laminas foram desidratadas,

diafanizadas e montadas para analise em microscopia de luz.
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5. RESULTADOS

De acordo com os resultados do zimograma, demonstrados na Figura 7 A, n&o
houve atividade proteolitica de degradacgéo da gelatina durante o periodo intrauterino
de 15 e 18 dias. Os resultados da imuno-histoquimica apresentada na Figura 8 A, B,
D e E nos tempos de 15 e 18 dias de vida intrauterina ndo evidenciaram a presenga de

imuno-marcacao para MMP-2 e MMP-9.

LU. P.N. LU P.N.

. - .

15D 18D 3D 10D 17D 25D 32D 15D 18D 3D 10D 17D 25D 32D
95 kDA - - MMP-9
-MMP-2
A B
c - Dm

72 kDA -
Figura 7: Zimogramas 0,1pg de proteina total para atividade enzimatica de MMP-9 e MMMP-2 presentes no intestino delgado de embrides com
15 e 18 dias de vida intrauterina, e de ratos com 3, 10, 17, 25, e 32 dias apds o nascimento. (A) Atividade normal; (B) Fenantrolina 5mM; (C)
PMSF 2mM; (D) lodoacetamida 1mM. (LU} intrauterine; (P.N.) pos-natal.
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Figura 8: Imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9 no intestino delgado de embnides de ratos com: 15 dias e 18 dias de vida intra-uterina (1.u.).
(L) lamen, (E) epitélio, (M) mesénquima.
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Os resultados da zimografia para os tempos avaliados apds o nascimento: 3 e
10 dias (periodo de amamentagao), 17 dias (pré-desmame), 25 dias (desmame) e
32 dias (p6s-desmame) sao apresentados na Figura 7 A. O teste inibitério para MMP,

serinases e cisteinaes sdo demonstradas em B, C e D, respectivamente.

Em todos os tempos avaliados foi possivel detectar (Fig. 7A) uma atividade
proteolitica em torno de 90 kDA correspondente ao peso molecular da MMP-9. Por
volta de 72 kDA (que corresponde a MMP-2), apenas uma degradagao da banda de

gelatina foi detectada no 32° dia.

No entanto, apds o uso da fenantrolina mais EDTA (Fig. 7B), bem como do
PMSF (Fig. 7C) que sao inibidores de MMP e serinase, respectivamente, os
resultados mostraram um efeito inibitério sobre a atividade proteolitica nos niveis de
90 kDA e 72 KDA em todos os tempos avaliados. A iodoacetamida, que € um inibidor
de cisteinases (Figura 7 D), ndo foi capaz de inibir a atividade proteolitica das

amostras do intestino delgado em nenhum tempo avaliado.

Por outro lado, a imuno-histoquimica para MMP-9 e MMP-2 demonstrada na
Figura 9, corrobora com os resultados obtidos anteriormente pelo método de
zimografia. A MMP-2 néo foi detectada em nenhum dos tempos avaliados (3°, 10°,
17°, 25° e 32° dia) como mostrado na Figura 9, em A, B, C, D e G. A MMP-9, no
entanto, foi imunolocalizada no citoplasma das células caliciformes nas vilosidades
( seta - Fig 9 F' e G’), no 3° e 10° dia, mas nao nos proximos 17°, 25° e 32° dias
avaliados. A MMP-9 também foi detectada no citoplasma das células presentes no
tecido conjuntivo, localizadas abaixo do epitélio das vilosidades, em todos os tempos
avaliados na vida pds-natal, conforme indicado pelas cabegas de setas na Figura 9,

dasimagens F’, G, H’, I'e J'.

Para identificar quais células expressavam MMP-9 na lamina propria, foi
realizada uma coloragdo de Tricrdbmico de Masson, que mostrou a presenga de
mastécitos (cabegas de setas) distribuidos no centro das vilosidades, proximo as
células epiteliais e ao redor das glandulas mucosas. Os mastocitos ndo foram
identificados com 3 dias de vida, mas apenas a partir do 10° dia apds o nascimento
(Fig. 10 de A-E).
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Controle

MMP-2 MMP-9 MP-9  Negativo

Figura 9: Imuno-histoquimica no jejuno de ratos para MMP-2 (A-E), e MMP-9 (F-J’) nos tempo
apos o nascimento: 3, 10, 17, 25 e 32 dias. Controle negativo da reagdo ( F’- J”). Células do
conjuntivo marcadas préximo ao epitélio (cabecgas de seta), células caliciformes marcadas (setas).
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Figura. 10 - Fotomicrografia de mastocitos na lamina prépria do jejuno. 3 dias (A ), 10 dias (B), 17
dias (C e detalhe C'), 25 dias (E) e 32 dia (F) apds o nascimento. Mastdcitos (cabeca de seta).
Coloragao Tricromico de Masson.
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6. DISCUSSAO

O intestino delgado é um 6rgao vital para a homeostase dos sistemas do corpo,
porque todos os nutrientes, essenciais para o metabolismo celular, sdo absorvidos
pelo organismo no intestino delgado, além desse érgao constituir uma barreira entre
o lumen intestinal e o restante do corpo (DE MEY e FREUND, 2013). No entanto,
durante todas as fases de desenvolvimento, o intestino delgado esta sob influéncia
dos fatores externos, sendo os principais a luz e o alimento (SOARES et al., 2009).
Em mamiferos, o primeiro alimento apds o nascimento € o leite, e essa fase é
definida como fase de amamentagao, que no rato termina em torno do 17° dia de
vida pés-natal. Apds esse periodo, o animal passa para a fase de desmame, quando
o habito alimentar se diversifica, resultando em varias adaptacdes quanto as funcdes
morfofisiolégicas do intestino delgado que sao definidas para a sua funcionalidade

na vida adulta.

Por outro lado, neste trabalho investigamos, durante o desenvolvimento do
intestino delgado de ratos, desde a vida intrauterina até a idade adulta, como era o
perfil da atividade e expressédo da gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9).
Sabe-se que a MMP-2 e a MMP-9 estdo envolvidas no processo de remodelagao e
sinalizagdo na matriz extracelular, como a modulagdo dos fatores de crescimento
biolégico durante o crescimento, bem como a proliferagdo celular em um reparo
normal do tecido ou durante a progressdo de varias doencas degenerativas
(STAMENKOVIC 2003; PHILLIPS et al., 2017; NAWAZ et al., 2018). Para realizar
essas fungdes, as MMPs sao ativamente expressas por diferentes tipos celulares,
como queratindcitos, células endoteliais, fibroblastos, condroblastos, células do
sistema imune e células de Schwann (CHATTOPADHYAY e SHUBAYEV 2009;
ZAMBUZZI et al., 2009; VAILLANT et al., 2003).

Durante o desenvolvimento dos 6rgaos, a expressao de MMPs foi demonstrada
em diferentes modelos animais (QUICK et al., 2012; FENG et al., 2012; JAFARI et
al., 2010). No entanto, quanto a expressédo de MMPs durante o desenvolvimento de
intestino delgado de mamiferos (da fase intrauterina até a idade adulta), as
descrigbes ainda sao escassas. Camargo et al., (2016) demonstraram que MT1-
MMP (uma MMP ancorada na membrana celular) é expressa pelas células epiteliais

do intestino delgado, durante todas as fases da vida intra-uterina e pds-natal.
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Portanto, hipotetizou-se que a MMP-2 e a MMP-9 também poderiam ser expressas
durante a morfogénese do intestino delgado no epitleio intestinal, considerando as
fases intrauterina, de amamentagcdo e de desmame, que sdo descritas como
importantes janelas morfofuncionais do desenvolvimento intestinal. Em especial, a
demonstracdo anterior da presenga da MT1-MMP sugere uma possivel expressao
de MMP-2, pois a MMP-2 s6 é ativada na preseng¢a do MT1-MMP (MURPHY et al.,
1999).

Ao contrario da MT1-MMP evidenciada anteriormente no epitélio intestinal em
todas as idades avaliadas (CAMARGO et al, 2016), os resultados obtidos nesse
trabalho mostraram que n&o ha expressdao da MMP-2 e MMP-9 pelas células
epiteliais do intestino delgado nas fases de vida intrauterina avaliadas. Esse
resultado indica que estas gelatinases (MMP-2 e MMP-9) diferentemente da MT1-
MMP parecem nao ter papel relevante durante a morfogénese do epitélio do
intestino delgado durante a vida intrauterina. Embora apdés o nascimento, no
zimograma houvesse uma degradagdo da banda de gelatina correspondente a
MMP-2, esta MMP nao foi detectada por imuno-histoquimica no epitélio em nenhum
dos tempos avaliados. Entretanto, o zimograma mostra uma atividade de MMP-9 e
apos a imuno-histoquimica ela foi localizada de forma mais evidente apenas nas
células presentes na lamina prépria. Portanto, os resultados obtidos mostraram que
a MMP-2 e MMP-9 néao estao presentes em nenhuma das fases do desenvolvimento
do intestino delgado avaliadas no trabalho e, considerando o trabalho anterior
descrito por Camargo et.al (2016), sugere-se que a MT1-MMP pode ter o papel

principal durante o remodelamento da camada epitelial do intestino delgado.

Com relagdo a expressdo de MMP-9, esta foi detectada no zimograma em
todos os tempos avaliados, entretanto, quando as amostras foram submetidas a
diferentes inibidores, o resultado mostrou uma inibicdo efetiva para MMP e
serinases, mas nao para cisteinases. Ao contrario do que hipotetizamos, que as
MMPs poderiam ser expressas pelas células epiteliais, a imuno-histoquimica
mostrou apenas a preseng¢a das MMP-9 nas células caliciformes mas ndo em todas
as células epiteliais. A MMP-9 foi detectada também em células presentes na lamina

propria. Os resultados adicionais obtidos para identificar quais células estavam
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expressando MMP-9 na lamina propria mostram a presengca de mastécitos

coincidindo com as células marcadas para MMP-9 na imuno-histoquimica.

De fato, a MMP-9 ja foi descrita como uma das varias moléculas
farmacoldgicas sintetizadas pelos mastocitos, incluindo a quimase e a triptase (duas
serinases), que sao as principais proteinas presentes nos granulos dos mastdcitos
(KATUNUMA e KIDO, 1988; LEES et al., 1994). Essas enzimas também atuam na
degradagédo de componentes estruturais da matriz extracelular, como o colageno IV.
Também foi demonstrado que a quimase dos mastdcitos esta envolvida na
permeabilidade das células epiteliais, alterando a distribuicdo das proteinas das
jungbes de oclusdao (SCUDAMORE et al., 1988). Portanto, a presenca dessas
serinases nos mastdcitos pode explicar porque o teste inibitorio com PMSF mostrou
inibicdo, bem como, pode explicar a presenca de varias células com caracteristicas
de mastécitos marcadas para MMP-9 localizadas préximas as células epiteliais,

observadas no presente estudo.

Até o momento, varias funcdes biolégicas para a presenca de mastocitos na
parede gastrointestinal de animais adultos foram relatadas, como reacdes alérgicas
a alimentos, contragdo do musculo liso e peristaltismo, secrecdo de acido, eletrdlitos
e mucinas pelas células epiteliais, além de defesa do hospedeiro contra bactérias,
virus ou parasitas (BISCHOFF, 2009). Além disso, nos ultimos anos, o papel dos
mastécitos e de suas moléculas farmacoldgicas sobre os efeitos inflamatérios, bem
como na imunidade adaptativa e, especialmente na inata, tem sido discutido
(PEJLER et al.,, 2010; DOUAIHER et al 2014; CARDAMONE et al., 2016;
PASTWINSKA et al 2017; XU et al, 2018). A ativagdo da pro-MMP-9 foi
demonstrada in vitro na presenga da mastdcito-protease-4 de camundongo (mMCP-
4) obtida de cultura derivada da medula 6ssea (TCHOUGOUNOVA et al., 2005; LIN
et al., 2011) o que indica um papel relevante da expressdao de MMP-9 nos mastocitos

presentes na lamina prépria do intestino delgado.

Entretanto, apesar do conhecimento existente sobre mastécitos e sua presenca
em varios orgaos, incluindo o intestino delgado, ndo foi encontrado, até a escrita
deste trabalho, nenhum relato sobre a presenga dos mastécitos considerando as
fases do desenvolvimento do intestino delgado confome mostrado nesse estudo.

Como mastdcitos expressando MMP-9 foram detectados a partir do 10° dia apds o
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nascimento, sugerimos que essa MMP possa estar envolvida no remodelamento da
da matriz extracelular mas principalmente na defesa imunoldgica inata confome ja
descrito em outros trabalhos, no caso de processos inflamatérios, porém, essa

hipétese ainda precisa ser confirmada em experimentos futuros.
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir que, em relagdo ao desenvolvimento do intestino delgado de

ratos:

- A MMP-2 e a MMP-9 nao foram expressas no 15° e 18° dia de vida

intrauterina.

- A MMP-2 nao foi expressa em nenhuma das fases pds-natais estudadas

nesse trabalho.

- A MMP-9 é expressa nas células caliciformes e em mastdcitos apos o

nascimento.

- As metaloproteinases MMP-2 e -9 parecem n&o ter uma relagao direta com a

morfogénese do intestino delgado nas fases estudadas nesse trabalho.
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